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重组大肠杆菌生产人血管抑素的发酵条件

邵玲莉!!周楠迪!!吴奇凡!!金 坚!!田亚平"
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摘!要!对重组人血管抑素表达菌株789"!/:;)的生长及产物表达规律进行了探索!确定了最
佳发酵条件(培养温度为"6<!初始7=6(#!>?3##为#(0!-(#时开始诱导!诱导持续时间为3
@!诱导剂浓度为#(-AA&’"B!最终目的产物达到菌体总蛋白的"2C!,@:;)的表达量达到23#
AD"B(
关键词!人血管抑素$重组大肠杆菌$发酵$表达
中图分类号!E8.!# 文献标识码!:

7.$8.%0&0+"%9"%6+0+"%/"(:%3+"/0&0+%;1<.="8;+%&%0!"#$%&

F=:>BGHD/’G%!I=>J)+H/KG%!LJ8G/M+H%!NO)NG+H%!EO:)P+/7GHD
#E@Q5QRB+S&,+T&,R&MOHKUVT,G+’4G&TQW@H&’&DR%F&UT@Q,HP+HDTXQJHGYQ,VGTR%LUZG%!-$#"3$

:;/0$&=0!E@QMQ,AQHT+TG&H W&HKGTG&HVM&, 7,&KUWTG&H &M,QW&ASGH+HT @UA+H +HDG&VT+TGH
#,@:;)$SR!"#$%&*-2[Q,QW+,QMU’’R&7TGAGXQK(E@Q&7TGA+’W&HKGTG&HV[Q,Q+VM&’’&[V!

&7TGA+’TQA7Q,+TU,QV[+V"6 <"GHGTG+’7= [+V6(#"T@QGHKUWTG&H[+VVT+,TQK[@QH>?3##
,Q+W@GHD#(0!-(#"O\E;W&HWQHT,+TG&H[+V#(-AA&’&B%+HKT@QGHKUWTG&H’+VTQKM&,3@(E@Q
+A&UHT&MT@Q,QW&ASGH+HT7,&TQGH[+V"2C&MT@QT&T+’WQ’’U’+,7,&TQGH%+HKT@QW&HWQHT,+TG&H&M
,@:;),Q+W@QK23#AD&B(
>.1?"$6/!@UA+H+HDG&VT+TGH",QW&ASGH+HT!"#$%&"MQ,AQHT+TG&H"QZ7,QVVG&H

!!肿瘤的发生和发展依赖于新生血管的不断形
成%因而抑制新血管的形成#+HDG&DQHQVGV$%从而抑
制肿瘤的生成已成为攻克肿瘤的一个重要靶点’-((
血管抑素#:HDG&VT+TGH%简称 :;)$是 >]̂ QG’’R等
于-..$年首先发现的一种内源性血管生成抑制
剂’!(%它能特异性抑制内皮细胞的增殖与转移(小
鼠实验表明%它可有效地抑制乳腺癌)前列腺癌)

BQ[GV肺癌)神经胶质瘤等多种实体瘤’"%$((目前%

血管抑素在美国已进入二期临床试验(天然血管抑
素的来源十分有限%因此利用基因工程技术发酵生
产重组蛋白具有重要的研究和应用价值(卢文菊等
以重组大肠杆菌工程菌?=2+#74%:!$为菌种%采
用温度诱导方式%在2B发酵罐中目的蛋白最终产
量达!63AD&B(作者以789"!/:;)重组菌为发
酵菌种%对其培养条件和发酵条件进行了优化%使
血管抑素产量提高到23#AD&B(
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@!材料与方法

@A@!菌种和质粒
宿主菌为大肠杆菌 *-2!表达质粒为携带人血

管抑素的789"!!由法国O)F9̂ * J"2"实验室

=9BU教授馈赠!保存于_6#<的-2C甘油中(
@AB!试剂
蛋白胨"T,R7T&HQ#和酵母粉"RQ+VTQZT,+WT#均

购自英国 >1>O? 公司$O\E;"OV&7,&7R’/SQT+/?/
T@G&D+’+WT&7R,+H&VGKQ!异丙基硫代/"/?/半乳糖苷#
购自美国:‘̂ >F>̂ ;:)O‘F公司$丙烯酰胺%甲
叉双丙烯酰胺及考马斯亮蓝 /̂!2#购自a’Ub+公
司$其余为国产分析纯试剂(
@AC!2D培养基
蛋白胨-#D&B!酵母提取物2D&B!氯化钠-#

D&B!7=6(#(
@AE!菌种的培养
参照文献’2((

@AF!菌体质量浓度和干重
菌体质量浓度使用分光光度计测3##HA的光

吸收值>?3##!样品稀释至>?值在#(-!#(6(取不
同>?值的发酵菌悬液经2###,&AGH离心"#
AGH!用7=6(#的磷酸盐缓冲液清洗两次!离心!称
菌体湿重(将湿菌体在.#<下烘干至恒定值!用微
量分析天平称细胞干重!吸光度与细胞干重在一定
范围内呈线性(一个单位的>?3##约为干菌#($.!.
D!-D湿菌相当于#(-.2$D干菌(
@AG!$4:HI重组蛋白表达量和菌体总蛋白的测定
用常规 F?F/\:;9 凝胶电泳检测’3(!再由

â /.0#凝胶电泳分析仪测,@:;)占菌体总蛋白
的质量分数(菌体总蛋白测定采用B&[,R法’6((

B!结果与分析

BA@!装液量的确定
作者使用!2#AB的三角瓶(由图-可见!装液

量对菌体生长的影响不太显著!当装液量为-2!$#
AB时!菌体质量浓度变化非常小!超过2#AB以
后!菌体质量浓度明显降低!而目的蛋白的表达在

-2!6#AB内几乎没有变化!为研究方便起见!装
液量取!#AB(
BAB!接种量的确定
由图!可见!在接种量为2C时菌体质量浓度

最高!目的蛋白的表达在-C!6C范围内变化不
大!因此接种量选取2C(由此确定!实验中使用

!2#AB的三角瓶!每瓶装入!#AB培养基!接入

种子液-AB(

图@!装液量对菌体生长和目的蛋白表达的影响

7+3A@!J((.=0"(-"’#8."%=.’’3$"?04&%6$4:HIK$"L

6#=0+"%’+M#+6

图B!接种量对菌体生长与目的蛋白表达的影响

7+3AB!J((.=0"(+%"=#’#8&8"#%0"%=.’’3$"?04&%6

$4:HIK$"6#0+"%

BAC!诱导剂浓度的确定
诱导剂O\E;的加入!使阻遏蛋白不能与操纵

基因’+W结合!致使,@:;)大量表达(作者考察了
不同用量的诱导剂对,@:;)蛋白表达的影响!见
图"(由图"可看出!诱导剂浓度为#(###-!#(##-
AA&’&B时!基本上没诱导效果!当浓度为#(#-
AA&’&B时!表达量达.C!而诱导剂浓度为#(-
AA&’&B时!表达量猛增至!6C!之后!再增加其浓
度!外源蛋白的表达量不再提高(由于O\E;价格
昂贵!在其他许多表达系统中!O\E;最终浓度为

#(#2!-(#AA&’&B!过低不起诱导作用!本工程菌
以#(-AA&’&B为宜(
BAE!诱导剂添加时间对$4:HI表达的影响
工程菌的诱导一般在对数生长期进行(作者在

每升培养液中加入#(-AA&’O\E;!在发酵结束时
间相同的条件下!比较了不同时期诱导对菌体生长
和产物表达的影响(由图$可知!培养"@后诱导效
果最好">?值约为#(0!-(#!即对数生长期的中
前期#!此时!菌体的质量浓度变化基本不大!而目
的蛋白表达量最高!达到"$C(
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-!0!诱导剂浓度分别为#"#(###-"#(##-"#(#-"#(-"#(2"

-(#"-#AA&’#B$.!相对分子质量标准

图C!诱导剂浓度对$4:HI表达的影响

7+3AC!J((.=0"(6+((.$.%05NOH ="%=.%0$&0+"%/"%

$4:HIK$"6#=0+"%

图E!诱导剂添加时间对菌体生长和$4:HI表达的

影响

7+3AE!J((.=0"(5NOH&66+0+"%0+8."%=.’’3$"?04&%6

$4:HIK$"6#=0+"%

BAF!诱导持续时间对$4:HI表达的影响
考察诱导持续时间可以了解外源蛋白在菌体

内表达和积累的情况"并据此判断高密度发酵结束
的时间(因为重组菌在诱导后"大量的能量会消耗
在外源蛋白的表达上"致使细菌的生长提前进入衰
亡期"不及时收获会造成溶菌(发酵液培养"@后加
入#(-AA&’#B的O\E;"诱导!"$"3"0"-#"-!"!#
@后分别取样分析外源蛋白的表达情况"结果见图

2(诱导3@后"表达水平已稳定在"#C左右"继续
培养不再提高"菌体密度也开始下降(因此"适宜的
发酵结束时间是在诱导3@后(
BAG!初始KP值对工程菌发酵的影响
由于外界7= 值的变化会影响菌体内酶系的

代谢反应"因而改变发酵过程中的7=值会影响产
物的表达情况(取发酵培养基的初始7=值为3(#"

3($"3(3"3(0"6(#"6(!"6($"6(3"0(#"在其它条件
不变的情况下"初始7=值对外源蛋白的表达影响
甚小"表达量都在"$C左右"但当7= 值大于6($

之后"菌体终浓度明显降低(因此"最适初始7=值
为B4培养基的自然7=值6(#(

-!未诱导$!!0!诱导持续的时间分别为!"$"3"0"-#"-!"

!#@$.!相对分子质量标准

图F!诱导持续时间对$4:HI表达的影响

7+3AF!J((.=0"(5NOH+%6#=0+"%6#$&0+"%"%$4:HI

K$"6#=0+"%

BAQ!温度对工程菌发酵的影响
采用两阶段培养法研究大肠杆菌的最适生长

温度和表达温度"分别取"#""$""6"$!<"接种"@
后"加#(-AA&’#BO\E;诱导3@"目的蛋白表达
情况见图3(可以看出"温度对目的蛋白表达的影
响不大"表达量都在"2C左右"但当表达温度为"#
<时"菌体生长的情况明显优于$!<(考虑到诱导
前培养温度为"6<"诱导后"6<与"#<时菌体
质量浓度差别不大"因此菌体的生长温度以"6<
为宜(此时"菌体质量浓度达-(!#D#B",@:;)产
量为23#AD#B(

泳道-!为未诱导$泳道!!诱导前为"#<"诱导后"#<"菌体

质量浓度为-(-!D#B$泳道"!诱导前为"#<"诱导后$!<"

菌体质量浓度为-(#$D#B$泳道$!诱导前为"$<"诱导后"$

<"菌体质量浓度为-(-$D#B$泳道2!诱导前为"6<"诱导

后"6<"菌体质量浓度为-(-0D#B$泳道3!诱导前为"6<"

诱导后"#<"菌体质量浓度为-(!#D#B$泳道6!诱导前为"6

<"诱导后$!<"菌体质量浓度为-(#$D#B$泳道0!诱导前

为$!<"诱导后"#<"菌体质量浓度为-(-6D#B$泳道.!诱

导前为$!<"诱导后$!<"菌体质量浓度为-(#2D#B$泳道

-#!相对分子质量标准(

图G!温度对$4:HI表达的影响

7+3AG!J((.=0"(0.8K.$&0#$."%$4:HIK$"6#=0+"%
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C!讨!论

利用重组菌的高密度发酵来生产基因工程产

品具有极大的应用价值!然而进行大肠杆菌的高密
度发酵必须克服许多困难!其中包括基因"载体"宿
主三者的相互关系及培养条件(作者所用的工程菌
的表达载体为789"!!它具有稳定性好"拷贝数高
的特点!在O\E;诱导下!可实现,@:;)的高效表
达!并且!克隆位点上游带有3个组氨酸的编码序
列!表达产物末端带有3个组氨酸的融合蛋白#相
对分子质量为"0###$!借助于亲和层析可使后续
分离和提纯大为简化(

B4培养基营养成分丰富!有利于菌体的生长(
在条件优化中!培养温度和7=值对目的蛋白表达
的影响不大!但培养温度对菌体的生长影响明显!
诱导后高温培养不利于菌体的生长(
要实现外源基因的高表达而又不过多地影响

宿主菌的生存!还需优化诱导剂添加时间"诱导持
续时间"诱导剂浓度等参数(从所用菌株的诱导剂

添加时间与外源蛋白表达量的关系可以看出!当菌
体培养至对数生长期的中前期时开始诱导!血管抑
素表达量最高!过对数生长期后再诱导!表达量明
显下降!说明菌体的生长状态对外源基因的表达是
非常重要的(菌体浓度过高!菌体内各种酶的合成
能力下降!蛋白质合成速度降低!同时由于发酵过
程中代谢副产物的积累!造成部分细胞衰老死亡!
甚至会出现细胞自溶现象!可能还会破坏已合成的
目的蛋白(诱导剂浓度对目的蛋白表达也有显著影
响!浓度过高!对菌体的生长产生抑制作用%若浓度
过低!则启动子不能完全开放!目的蛋白产率较低(
通过以上优化措施!大肠杆菌的菌体质量浓度达

-(!#D&B!目的产物占菌体总蛋白的"2C!产量达

23#AD&B(
另外!由于菌体的高密度生长!大量消耗培养

液的营养成分!导致中后期营养不足!因此!在高密
度发酵的中后期补加碳源和氮源是十分必要的(
并且!由于大肠杆菌表达系统得到的目的蛋白是包
涵体!要获得有活性的血管抑素必须对其进行变性
及复性!这些都有待于进一步的研究与探讨(
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